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(54) Title: THE USE OF A CIMICIFUGA RACEMOSA EXTRACT 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG EINES EXTRAKTES AUS CIMICIFUGA RACEMOSA 
(57) Abstract 

The effect of an anti-estrogen ic active substance which is commonly used to treat estrogen-dependent tumors is greatly enhanced by 
simultaneous administration of a cimicifuga racemosa extract, preferably in doses of 5 to 500 mg per day. 

(57) Zusammenfassung 

Die Wirkung eines standardmaBig zur Behandlung Ostrogenabhangigcr Tumore eingesetzten antiOstrogenen Wirkstoffs wird potenziert 
durch die gleichzeitige Gabe eines Extraktes aus Cimicifuga racemosa, vorzugsweise in Dosieningen zwischen 5 mg und 500 mg Droge 
pro Tag. 
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Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga racemosa 

Die Erfindung betrifft: die Verwendung eines Extraktes aus 
Cimicifuga racemosa zur Behandlung ostrogenabhangiger Tumore. 

5 

Extrakte aus dem Wurzelstock der Traubensilberkerze (Cimicifu- 
gae racemosae rhizoma) weisen ostrogenahnliche Effekte auf . In 
den Extrakten sind Komponenten gefunden worden, die spezifisch 
an Ostrogenrezeptoren binden und bei ovarektoraierten Ratten 
10 die Gonadotropinspiegel senken konnen. Die Verabreichung die- 
ser Extrakte zur Behandlung klimakterischer Beschwerden und 
Dysmenarrho hat sich daher bewahrt. 

Fur Mararaakarzinom-Risikopatienten verbietet sich die Anwendung 
15 von ostrogenhaltigen Arzneimitteln zur Regulierung von klimak- 
terischen Beschwerden, da die Ausbreitung von ostrogenabhangi- 
gen Tumoren naturgemafl durch Ostrogengaben verstarkt wird. Da. 
der Mechanismus der Wirkungsweise fiir die ostrogen-analogen 
Substanzen noch unklar ist, ist vorsorglich fiir die Verabrei- 
20 chung dieser Substanzen ein Risiko fiir ostrogenabhangige Tumo- 
re als Kontraindikation angesehen worden. 

Es ist zwar bereits berichtet worden (Nesselhut et al. in TW 
Gynokologie (1993) Seiten 249 bis 250)^ dafl die Phytopharmaka 
25 Rhaponticin und Cimicif uga-Extrakt in niedrigeren Konzentra- 
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tionen die Proliferation von Karzinomzellen in vitro verstar- 
ken, in hoheren Konzentrationen hingegen moglicherweise hem- 
men. 

Eine Verif izierung dieser Ergebnisse ist nicht publiziert wor- 
den, so da/i das Verbot der Verabreichung von Phytopharmaka mit 
ostrogen-analoger Wirkung fiir Risikopatienten beziiglich ostro- 
genabhangiger Tumore weiterhin besteht. 

Es ist bekannt, ostrogenabhangige Tumore mit einem antiostro- 
genen Wirkstoff zu therapieren- Der gangigste Wirkstoff dieser 
Art ist derzeit Tamoxifen ( Z ) -2-- [ 4- ( 1 , 2-Diphenyl-l-Butenyl ) 
Phenoxy ] , N-Dimethy le thylamin ) . 

Fiir die Patienten, die mit einem derartigen Antiostrogen be- 
handelt wurden, kam aus den oben erwahnten Griinden eine Regu- 
lierung der klimakterischen Beschwerden durch Ostrogene oder 
ostrogen-analoge Substanzen nicht in Betracht. 

Eine Hemmung der Proliferation von Mammatumorzellen ist abhan- 
gig von der Konzentration des Tamoxifens. Der Erhohung der 
Konzentration in einen Bereich hinein, wo die Proliferation 
der Tumorzellen sicher verhindert wird, ist jedoch nicht mog- 
lich, da Tamoxifen in diesen Konzentrationen toxisch wird. 

Die vorliegende Erfindung geht daher von der Problemstellung 
aus, eine Tumortherapie auch mit niedrigeren Antiostrogen-Kon- 
zentrationen zu ermoglichen. 

Erf indungsgemafi wird hierzu in Kombination mit dem Antiostro- 
genen Wirkstoff ein Extrakt aus Cimicifuga racemosa verwendet . 

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt , dafi der Extrakt 
aus Cimicifuga racemosa die Proliferation von ostrogenabhangi- 
gen Tumorzellen jii^ht^j^ur^r^^ in Kombina- 



tion mit einem antiostrogenen Wirkstoff dessen polif erations- 
hemmende Wirkung deutlich verstarkt, so dafi auch eine voll- 
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standige Prolif erationshemmung erreichbar ist, ohne in den 
Bereich der Toxizitatsgrenze fiir den antiostrogenen Wirkstoff 
gerat:en zu miissen. 

5 Die Potenzierung der Wirkung eines antiostrogenen Wirkstof fes 
ist anhand des Standard-Wirkstof f es Tamoxifen genauer unter- 
sucht worden. Andere Experimente geben Hinweise darauf^ daJi 
auch die antiostrogene Wirkung von Genistein durch einen Ex- 
trakt aus Cimicifuga racemosa verstarkt wird. Bevorzugte Ver- 
10 dunnungen des Extraktes liegen im Bereich zwischen 10"^ und 10" 
^, da Verdiinnungen bis 10"^ in vitro toxische Effekte hervor- 
bringen. Bevorzugte Dosierungen liegen zwischen etwa 5 mg und 
500 mg Droge pro Tag. 

15 Die erf indungsgemafle Wirkung des Cimicif uga-Extraktes auf die 
Proliferation von ostrogenabhangigen Karzinomzellen, insbeson- 
dere Mammakarzinomzellen, ist in vitro mit einem Testsystem 
aus MCF-7 Zellen erfolgt- 

20 Die MCF-7 Zellinie ist ein etabliertes in vitro Modell fiir 
ostrogenabhangige Tumore, die sowohl Ostrogenrezeptoren als 
auch Aromataseaktivitat besitzen. Die menschliche Brustkrebs- 
linie wurde abgeleitet von einer Pleuraef fusion bei einem me- 
tastasierenden Brusttumor und besitzt signifikante Mengen an 

25 17-j3 Rezeptoren (Schwarte, A. (1994) Wirkspektrum ausgewahlter 
Flavonoide auf die humane Brustkrebslinie MCF-7; Eine in vitro 
Studie. Witten-Herdecke, Universitat, Bereich Medizin, Diss. 
1994). 

30 Der Einflufl von Cimicif uga-Extrakt auf die Proliferation der 
MCF-7 Zellen wurde anhand des Einbaus von radioaktiv markier- 
tem Thymidin bestimmt. 

Material und Methoden 

35 



Test subs tanzen 

17P-Estradiol (Sigma) und Tamoxif encitrat (Sigma) wurden 1-M 
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in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost und in einer 1:10 
Verdiinnungsreihe in Zellkulturmedium entsprechend waiter ver- 
diinnt, Cimicif uga-Extrakt wurde in einer 1:10 Verdiinnungsreihe 
direkt mit Zellkulturmedium verdiinnt. 

5 

Herstelluna des Cimicifuaa racemosa-Extraktes 

Nach Priifung auf Identitat, Reinheit und Gehalt wurden 30 kg 
der zerkleinerten Arzneidroge Cimicifuga racemosa rhizoma fur 
10 10 Tage mit 50 1 Isopropylalkohol 40 % (V/V) mazeriert. Der 
Extrakt vmrde abgelassen und die Droge abgepreBt . Die verei- 
nigten Fraktionen vmrden mit Isopropylalkohol 40 % (V/V) auf 
ein Endvolumen von 35 1 aufgefiillt* 

15 Prolif erationsassay MCF-7 

MCF-7 Zellen wurden von der ATCC (HTB 22) bezogen und in Ea- 
gle's MEM (Eagle's Minimal-Essential-Medium) mit nicht-essen- 
tiellen Aminosauren, ImM Natriumpyruvat , 10 fig/ml Insulin und 
20 10 % FKS (Foetales Kalberserum) kultiviert. 

Vor Einsatz in den Test wurden die MCF-7 Zellen mindestens 
eine Passage in Eagle ' s MEM ohne Phenolrot mit nicht-essen- 
tiellen Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat ^ 10 |Jig/ml Insulin und 
25 5 % FKS (Foetales Kalberserum) gehalten. Um ostrogenf reie 

Wachstumsbedingungen im Test zu erhalten, wurde fiir den Test- 
ansatz das Insulin aus dem Zellkulturmedium entfernt und das 
FKS durch 5 % "Characoal stripped" FKS (CSF) ersetzt. 

30 200 111 einer auf 5x10* c/ml eingestellten Zellsuspension wurden 
pro Vertiefung in 96er Mikrotiterplatten (Nunc) pipettiert und 
24 h bei 37 ^'C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Danach 
wurden die Uberstande vorsichtig abgenommen und 150 jjil 
frisches Zellkulturmedium pro Vertiefung pipettiert. 



35 



J 
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Die Testsubstanzen wurden gelost/ in Zellkulturmedium verdiinnt 
und in 4 Parallelen a 50 iil/Vertief ung pipettiert. Als Kon- 
trollen wurden Zellkulturmedivun sowie die entsprechenden Lo- 
sungsmittelverdiinnungen jeweils mitinkubiert . 

5 

Nach 2-3 Tagen Inkubation bei 37 ^'C und 5 % CO2 wurden die Zel- 
len mit 25 ^il/Napf ( 6-^H) -Thymidin (Amersham, spez . Aktivitat 
2 Ci/mMol) fiir 8 h gepulst. Danach wurden sie nach Standardme- 
thoden (Cell Harvester Inotech) auf Glasf aserf ilter geerntet 
10 und in eineiti Fliissig-Szintillations-Counter (Wallac) gezahlt. 
Die Ergebnisse wurden als cpra = "counts per minute" ausge- 
druckt . 

Herstelluna des "Charcoal -Stripped" FKS rCSF^ 

15 

1 Tablette "Dextran coated charcoal tablets " (Steranti Separe x 
<S>) wurde in 10 ml FKS aufgelost. Danach wurde das Serum 2x45 
min im Wasserbad bei 56 °C inaktiviert und im Anschlufl bei 
3000 rpm 10 min zentrif ugiert . Der Uberstand wurde abgenommen 
20 und iiber einen Filter mit Porengroiie 0,2 ^Jim filtriert. 

Toxizitatsassav 

Zur Bestimmung der Toxizitat der einzelnen Priif substanzen wur- 
25 de ein Fluoreszenzassay mit Hela Suspensionszellen durchge- 
f iihrt . 

Hela-Zellen wurden auf eine Zelldichte von 2,5x10^ c/ml Medium 
(Eagle's MEM + 5 % FKS) eingestellt und 100 fil der Suspension- 

30 in 96er Mikrotiterplatten (Nunc) pipettiert. Nach 24 h Inkuba- 
tion bei 37 **C und 5 % CO2 wurde eine 1:2 Verdiinnungsreihe der 
Testsubstanzen in Medium angelegt und von jeder Verdiinnung 
jeweils 100 m1 pro Vertiefung in 4 Parallelen pipettiert. Die 
Ansatze wurden 48 h bei 37 ^'C und 5 % CO2 inkubiert. Danach 

35 wurden die Mikrotiterplatten bei 800 rpm zentrif ugiert und die 
Uberst^nde vorsichtig abgenommen. 200 \k\ einer Losung aus 0^1 
mg/ml 4-Methylumbellif erylheptanoat in PBS wurden pro Vertie- 
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fung pipettiert. Nach 60 min wurden die Fluoreszenzeinheiten 
pro Vertiefung in einem Mikrotiterplattenf luorimeter (Fluoros-r 
kan II) bestimmt. 

TCr qebnisse 

Zu Beginn der Untersuchungen wurde zunachst das Testsystera auf 
seine Sensitivitat iiberpruft. Als Positivkontrolle wurde 17-P 
estradiol in Dosierungen von 10-^ lO'^ bzw. IQ-'-Molar getestet. 

In alien drei getesteten Dosierungen induzierte 17-/3 estradiol 
eine Steigerung der Proliferation von MCF-7 Zellen um 80-100 % 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wie aus Figur 1 er- 
sichtlich ist. 

Parallel wurde in jedem Testansatz eine Losungsmittelkontrolle 
durchgefiihrt. DMSO bewirkte in der maximal im Test eingesetz- 
ten Konzentration keine signifikante Prolif erationssteigerung 
Oder -hemmung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 

In einem weiteren Ansatz wurde der Einf lufi des nicht-steroi- 
dalen Antiostrogens Tamoxifen auf das Testsystem gepriift. 

Tamoxifen bewirkte in den Dosierungen 10'* und IQ-^-Molar eine 
100%ige bzw. 7 7%ige Hemmung der Proliferation, in Dosierungen 
von 10-* dagegen eine Steigerung der Einbauraten um 52 % im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 

Die antiproliferative Wirkung von Tamoxifen zeigte sich auch,- 
wenn Tamoxifen zusaramen mit einer konstanten Dosis an estra- 
diol appliziert wurde. Die ostrogeninduzierte Prolif erations- 
steigerung konnte dosisabhangig durch Tamoxifen inhibiert wer- 
den. 



Die Ergebnisse dieser Vorversuche machten deutlich, daft das 
MCF-7 Testsystem geeignet ist, sowohl ostrogene als auch anti- 
ostrogene Wirkungen von Testsubstanzen nachzuweisen. 
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Um dies zu kontrollieren, wurden in den folgenden Versuchsse- 
rien neben Mediumkontrollen und L5sungsmittelkontrollen (Nega- 
tivkontrollen) jeweils eine Positivkontrolle fiir ostrogene 
Wirkung, bestehend aus 17P-5stradiol in einer Dosierung von 10 
5 ^ Oder 10"®-Molar und eine Positivkontrolle fiir antiostrogene 
Wirkung^ bestehend aus Tamoxifen in einer Dosierung von 10"^- 
Molar t mitgef iihrt . 

Bevor der Cimicif uga-Extrakt in das MCF-7 System eingesetzt 
10 wurde, wurde dessen Toxizitat zunachst in einem ToxizitStsas- 
say rait Hela-Zellen iiberpriift. 

Bis zu einer Verdlinnung von 10~^ zeigte der Extrakt auf dieser 
Zellinie toxische Effekte. Ab einer Verdiinnung von 10"^ waren 
15 keine Unterschiede zwischen Mediumkontrolle und Testansatz 

feststellbar (Fig. 2). Um unspezif ische cytotoxische Effekte 
ausschlieBen zu konnen^ wurde diese Verdiinnung daher als Maxi- 
maldosis fiir die Testserien auf MCF-7 Zellen eingesetzt. 

20 Figur 3 verdeutlicht im Vergleich die Proliferation fiir das 

Kontrollsystem, fiir eine 10"^ molare Tamoxif en-L6sung, eine 10"® 
molare Ostradiollosung sowie fiir eine Kombination von Tamoxi- 
fen und estradiol f um auch die durch Tamoxifen verursachte 
Hemmung von ostrogeninduzierten Prolif erationen zu verifizie- 

25 ren. 

Figur 3 zeigt ferner die Prolif erationshemmung fiir Kombinatio- 
nen von 10'^ molarem Tamoxifen mit Extrakt von Cimicifuga race- 
mosa in verschiedenen 1 s 10-Verdiinnungen zwischen 10"^ und 10"®.' 

30 Es zeigt sich, dafl in den Verdiinnungen 10"^ bis 10"^ die proli- 
ferations hemmende Wirkung von Tamoxifen deutlich verstarkt 
wird, wobei in der Verdiinnung 10"-* die Proliferation vol Is tan- 
dig und in der Verdiinnung 10"^ fast vollstandig unterdriickt 
wird. In Verdiinnungen von 10"^ und hoher wird die prolif era- 

35 tionshemmende Wirkung von Tamoxifen nicht verstarkt. 
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Durch die Kombination von Tamoxifen mit dem Cimicif uga-Extrakt 
in einer Verdunnung von 10"' oder 10'* lafit sich daher eine na- 
hezu vollstandige Proliferationshemmung der Tumorzellen errei- 
chen, ohne hierfiir hShere Tamoxif en-Konzentrationen, bei- 
spielsweise 10-*-Molar einsetzen zu roiissen, die bereits toxi- 
sche Effekte zeigen. 
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Anspriiche 

1, Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga racemosa zur 

Herstellung eines Arzneimlttels zur Behandlung ostrogen- 
abhangiger Tumore in Kombination mit einem einen anti- 
ostrogenen Wirkstoff enthaltenden Arzneimittel . 

2 • Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga racemosa in 

Kombination mit einem antiostrogenen Wirkstoff zur Her- 
stellung eines Arzneimlttels zur Behandlung Ostrogenab- 
hangiger Tumore. 

3 • Verwendung eines Extraktes nach Anspruch 1 oder 2 in Kom- 
bination mit Tamoxifen. 

4, Verwendung eines Extraktes nach Anspruch 1 oder 2 in Kom- 
bination mit Genistein- 

5. Verwendung eines Extraktes aus Cimicifuga racemosa nach 
einem der Anspriiche 1 bis 4 in einer Dosierung zwischen - 
etwa 5 mg und etwa 500 mg Droge pro Tag. 
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Recherchlerte aber nicht zum Mindestprufstottgehorende VeroffentHchungen. soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



wahrend der intemationalen 



Recherche konsultierle eleWronische Dalenbank (Name der Datenbank und evU. verwendete SuchbegrWe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



• I Bezeichnung der Ver6ffentlichung.80we»erfordertich unter Angabe der in Betraeht kommenden Teile 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 015, no. 001 (C-0793), 7.0anuar 1991 

& JP 02 255622 A (TSUMURA & CO). 

16.0ktober 1990, 

siehe Zusammenf assung 

T NESSELHUT ET AL.: "UNTERSUCHUNGEN ZUR 
PROLIFERATIVEN POTENZ VON PHYTOPHARMAKA 
MIT 0STR06ENAHNLICHER WIRKUN6 BEX 
MAMMAKARZINOMZELLEN. " „„„„oTrc 
ARCHIVES OF GYNECOLOGY AND OBSTETRICS, 
Bd. 254, Nr. 1-4, 1993, 
Seiten 817-818, XP002060552 
siehe das ganze Dokument 



Belr. Ampnich Nr. 



Weitere Veroflentlichungen sind der Fortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamtlie 



• Beeondere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen : 
•A- Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definlert. 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
■E- filleres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem Intemationalen 

Anmeldedatum veroflentlicht worden ist 
-1 - VeroffentHchuna die geeignet Ist. einen Priorilatsanspruch zweifelhaft er- 

Vr^l^n^nT^\a3sen Oder durch die das VerSHentlichungsdaturn e^ner 

rndteTimffi^ 

soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 

-O- VerlfientH^^ die sich auf eine mundliche OHenbamng, 

^ne Benutzung. eine Ausslellung oder andere MaBnahmen berieW . 
-P- Ve"5leSHchung, die vor dem Intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
^ deff bSanXchien Prioritatsdatum veroffentllcht worden ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

6. April 1998 



T- Soatere Verotlentlichung. die nach deminternationalen Anmeldedfitum 
Oder dem Prioritatsdatum veroflentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koUidlert. sondem nur zum Ver^andnis 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenaen 
Theorie angegeben ist I 
-X- Veroffentlichung von besonderer.Bedeirtung;die tean^^^^ 

kann allein aufgmnd dieser Veroflentlichung nicht ale neu oder auf I 
eifinderischer Tatlgkeil benjhend betrachtet warden 
•Y- VeroHentlichung von besonderer Bedeulung:die beanapruchte Erfindung I 
kann nicht als auf erfinderischerTatlgkeit benihend »»*rachtot 
warden, wenn die Verdflentlichung m«fe»ner oder mehroren ai^ren 
Ver6ffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracm wird una 
diese VertJindung fur einen Fachmann naheliegend Ist 
Veroffenlltehung. die Mitglied derseib en Palentfamilie ist 
Absendedatum des intemationalen Recherchenberichls 



Name und Postanschrifl der intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P .B. 581 8 Patentlaan 2 
NL-2280HVRiiswlik 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



21/04/1998 



Bevollmachtigter Bedien&teter 

Rempp, G 



Formbtetl PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



